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Human-Parathormon produzierende Hybridvektoren und Human- 
Par at ho rmongen 

Human r Parathormon reguliert u.a. den Einbau und Ausbau von 
5 Calcium in Knochen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, biologisches Material zur 
Verfugung zu stellen, mit dem Human-Parathormon technisch 
hergestellt werden kann, 

10 

Gem&Q einer Ausf Uhrungsf o rrn wirri diese Aufgabe durch einen 
in prokaryotischen Zellen klonierbaren Hybridvektor gelost, 
der Human-Parathormon produziert und durch folgende Merk- 
male gekennzeichnet ist: 

15 

(a) einen Promotor, 

(b) einen sich an den Promotor anschlieQenden DNA-Bereich 
von 0 bis 1000 und insbesondere 0 bis 200 Basenpaaren, 

20 (c) eine sich an den DNA-Bereich gemaQ (b) anschl ieBende 
ribosomale Bindungsstelle, 
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(d) einen sich an die ribosomale Bindungsstelle anschlieQen- 
den DNA-Bereich von 4 bis 15 Basenoaaren, 

(e) ein sich an den DNA-3ereich gemaS (d) anschl ieGendes 
Startcodon und 

(f) die folgende Human-Parathormon kodierende ONA-Sequenz: 
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Ser Val Ser Glu He Gin Leu Met His Asn Leu 61y Lys His 
TCT GTG AGT GAA ATA CAG CTT ATG CAT AAC CTG GGA AAA CAT 
AGA CAC TCA CTT TAT GTC GAA TAC GTA TTG GAC CCT TTT GTA 



Leu' Asn Ser Met Glu Arg Val 
CTG AAC TCG ATG GAG AGA GTA 
GAC TTG AGC TAC CTC TCT CAT 



Glu Trp Leu Arg Lys Ly6 Leu 
GAA TGG CTG CGT AAG AAG CTG 
CTT ACC GAC GCA TTC TTC GAC 



Gin Asp Val His Asn Phe Val 
CAG GAT GTG CAC AAT TTT GTT 
GTC CTA CAC GTG TTA AAA CAA 



Ala Leu Gly Ala Pro Leu Ala 
GCC CTT GGA GCT CCT CTA GCT 
CGG GAA CCT CGA GGA GAT CGA 



Pro Arg Asp Ala Gly Ser Gin 
CCC AGA GAT GCT GGT TCC CAG 
GGG TCT CTA CGA CCA AGG GTC 



Asn Val Leu Val Glu Ser His 
AAT GTC TTG GTT GAG AGC CAT 
TTA CAG AAC CAA CTC TCG GTA 



Asp Lys Ala Asp Val Asn Val 
GAC AAA GCT GAT GTG AAT GTA 
CTG TTT CGA CTA CAC TTA CAT 



Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp 
AGG CCC CGA AAA AAG GAA GAC 
TCC GGG GCT TTT TTC CTT CTG 



Glu Lys Ser Leu Gly Glu Ala 
GAA AAA AGT CTT GGA GAG GCA 
CTT TTT TCA GAA CCT CTC CGT 



Leu Thr Lys Ala Lys Ser Gin 
TTA ACT AAA GCT AAA TCC CAG T 
AAT TGA TTT CGA TTT AGG GTC A 
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Als prokaryotische Zellen kommen alle Zellen in Betracht, 
in denen sich Hybridvektoren mit den angegebenen Merkmalen 
in technischem MaBstab unter Sildung von Human-Parathormon 
klonieren lassen. Insbesondere kommt Escherichia coli in 3e- 
5 tracht. Beispiele fur geeignete Promotoren fiir E. coli finden 
sich beispielsweise bei Sengbusch, P. von, Molekular- und 
Zellbiologie, Spr inger-Verlag, Heidelberg etc. 1979. Bei E. 
coli kann die ribosomale Bindungsstelle beispielsweise die 
folgende DNA-Sequenz aufweisen: 

10 

AGGA Oder GGA6 
TCCT CCTC 

Ein Beispiel fur ein bei E. coli verwendbares Startcodon 
15 hat die DMA-Sequenz 

ATG 

TAC , 

20 GemaQ einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch einen in eukaryotischen Zellen 
klonierbaren und Human-Parathormon produzierenden Hybrid- 
vektor gelost, 

(A) der dadurch herstellbar ist, daB man 

25 

(a) aus Schwe ine-Nebenschilddriisen mRNA isoliert, 

(b) die isolierte mRNA als ds-cDNA mit Hilfe eines Vektors 
in E. coli kloniert, 

(c) aus Pools erhaltener Klone Hybridvektor-DNA isoliert, 
30 . 

(d) isolierte Hybridvektor-DNA an einen fur jeden Pool eige- 
nen Trager fixiert, gemafl (a) isolierte mRNA anlagert und 
wieder entfernt, entfernte mRNA in Schweine-Pra-Pro-Parathor- 
mon oder Schwe ine-Parathormon zu ubersetzen versucht, gebil- 
detes Schwe ine-PrSL-Pro-Parathormon oder Schwe ine-Parathormon 
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durch Antikbroerfallung nachweist und da-nit gemaft (b) srhal- 
tene Klone ermittelt, die 3chv/eine-?arathormongen-Sequenzen 
aufweisen, Hybr idvektor-DNA ermittelter und Schweine-Parathor- 
mongen-Sequenzen aufweisende Klone sequenziert und den oder 
5 die Klone ident if iziert , die Hybridvektor-DNA mit Schweine- 
Parathormon kodierender DNA-Sequenz aufweisen, 

(e.) ,Hybridvektor-DNA der gemaG (d) identif izierten Klone 
radioaktiv markiert, 

(f ) mit erhaltener radioaktiv -narkierter Hybr idvektor-DNA 

10 

eine Human-Genbank screent und 

(g) das ermittelte Hu?nan-Parathormon in einen in eukaryo- 
tischen Zellen klonierbaren Hybridvektor uberfuhrt, 

(B) und der dadurch gekennzeichnet ist, daQ er eine zwischen 
15 zwei Rl-Schnittstellen liegende DNA-Sequenz, die die folgende 
DNA-Sequenz umfaQt, oder einen Unterbereich der zwischen 
den Rl-Schnittstellen liegenden DNA-Sequenz aufweist: 
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TGTCTTTAGTTTACTCAGCATCAGCTACTAACATACCTGAACGAAGATCTT6TTCTAAGA 
ACAGAAATCAAATGAGTCGTAGTCGATGATTGTATGGACTTGCTTCTAGAACAAGATTCT 

CATTGTATI Intron II ca. 400 bp 



GTAACATA | 






























GTG AAG 
r*hr ttc 


Met 
ATG 
TAC 


He Pro Ala Lys Asp Met Ala Lys Val 
ATA CCT GCA AAA GAC ATG GCT AAA GTT 
tat fir.A rr.T ttt r.TG TAC CGA TTT CAA 


Met 
ATG 
TAC 


lie 
ATT 
TAA 


val Met 
GTC ATG 
CAG TAC 


Leu 
TTG 
AAC 


Ala 
GCA 
CGT 


lie Cys 
ATT TGT 
TAA ACA 


Phe 
TTT 
AAA 


Leu 
CTT 
GAA 


Thr Lys Ser Asp Gly Lys 
ACA AAA. TCG GAT GGG AAA 
TGT TTT AGC CTA CCC TTT 


Ser 
TCT 


Val 

GTT 


LyS 
AAG 




AGA 


CAA 


TTC 


























Intron I 
ca. 30 bp 


Lys 

>*Avs 

TTC 


Arg 
AGA 
TCT 


Ser 
TCT 
AGA 


Val 
GTG 
CAC 


Ser 
AGT 
TCA 


Glu 
GAA 
CTT 


Ha 
ATA 
TAT 


Gin 
CAG 
GTC 


Leu 
CTT 
GAA 


Met 
ATG 
TAC 


His 
CAT 
GTA 


Asn 
AAC 
TTG 


Leu 
CTG 

tiLC. 


Gly Lys 
GGA AAA 

rr.T TTT 


MIS 

CAT 
GTA 


Leu 
CTG 
GAC 


Asn 
AAC 
TTG 


Ser 
TCG 
AGC 


met 
ATG 
TAC 


Glu 
GAG 
CTC 


Aro 
AGA 
TCT 


Val 
GTA 
CAT 


Glu 
GAA 
CTT 


Trp 
T66 
ACC 


Leu 
CTG 
GAC 


Arg 
CGT 
GCA 


Lys Lys Leu 
AAG AAG CTG 
TTC TTC GAC 


Gin 
CAG 
GTC 


Asp 
GAT 
CTA 


Val 
GTG 
CAC 


His 
CAC 
GTG 


Asn 
AAT 
TTA 


Phe 
TTT 
AAA 


Val 
GTT 
CAA 


Ala Leu Gly Ala 
GCC CTT GGA GCT 
CGG GAA CCT CGA 


Pro 
CCT 
GGA 


Leu 
CTA 
GAT 


Ala 
GCT 
CGA 


Pro 
CCC 
GGG 


Arg 
AGA 
TCT 


Asp Ala Gly Ser 
GAT GCT GGT TCC 
CTA CGA CCA AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


Arg 
AGG 
TCC 


Pro 
CCC 
GGG 


Arg 
CGA 
GCT 


Lys 
AAA 
TTT 


Lys 
AAG 
TTC 


Glu 
GAA 
CTT 


Asp 
GAC 
CTG 


Asn 
AAT 
TTA 


Val 
GTC 
CAG 


Leu 
TTG 
AAC 


Val 
GTT 
CAA 


Glu 

GAG. 
CTC 


Ser 
AGC 
TCG 


His 
CAT 
GTA 


Glu 
GAA 
CTT 


Lys 
AAA 
TTT 


Ser 
AGT 
TCA 


Leu Gly Glu 
CTT GGA GAG 
GAA CCT CTC 


Ala 
GCA 

QGT, 


Asp 
GAC 
CTG 


Lys 
AAA 
TTT 


Ala 
GCT 
CGA 


Asp 
GAT 
CTA 


Val 
GTG 
CAC 


Asn 
AAT 
TTA 


Val 
GTA 
CAT 


Leu 
TTA 
AAT 


Thr 

Mw 1 

TGA 


Lys 
AAA 
TTT 


Ala 
GCT 
CGA 


Lys 
AAA 
TTT 


Ser 
TCC 
AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


CAG 
GTC 


ATA 
TAT 


TTG 
AAC 


TCA 
AGT 


GAG 
CTC 


TTC 
AAG 


TGC 
ACG 


TCT 
AGA 


AGA 
TCT 


CAG 
GTC 


TGT 
ACA 


AGG 
TCC 


GCA 
CGT 


ACA 
TGT 


ATA 
TAT 


CAT 
GTA 


GCT 
CGA 


GCT 
CGA 


AAT 
TTA 


TCA 
AGT 


AAG 
TTC 


CTC 
GAG 


TAT 
ATA 


TAA 
ATT 


GAT 
CTA 


TTC 
AAG 


CAA 
GTT 


GTG 
CAC 


CCA 
GGT 


ATA 
TAT 


TTT 
AAA 


CTG 
GAC 


ATA 
TAT 


TAA CAA 
ATT GTT 


ACT 
TGA 


ACA 
TGT 


TGT 
ACA 


AAT 
TTA 


CCA 
GGT 


TCA 
AGT 


CTA 
GAT 


GCC 
CGG 


ATG 
TAC 


ATA 
TAT 


ACT 
TGA 


GCA 
CGT 


ATT 
TAA 


TTA 
AAT 


ATT 
TAA 


GAT 
CTA 


TAT 
ATA 


TCT 
AGA 


GAT 
CTA 


TCC 
AGG 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


ATT 
TAA 


CAT 
GTA 


TTG 
AAC 


AGT 
TCA 


TAT 
ATA 


TTT 
AAA 


AAT 
TTA 


TAT 
ATA 


CTT 
GAA 


TTC 
AAG 


TAT 
ATA 


TGT 
ACA 


TTA 
AAT 


TTC 
AAG 


TTT 
AAA 


TTA 
AAT 


AAG 
TTC 


TAT 
ATA 


GTT 
CAA 


ATT 
TAA 


GCA 
CGT 


TAA 
ATT 


TTT 
AAA 


ATA 
TAT 


AAA 
TTT 


GAA 
CTT 


TAA 
ATT 


AAT 
TTA 


TCG 
AGC 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


AAA 
TTT 


CCT 
GGA 


CTC 
GAG 


TTC 
AAG 


TAC 
ATG 


CTT 
GAA 


AAA 
TTT 


ATG 
TAC 


TAA 
ATT 


AAC 
TTG 


AAA 
TTT 


AAT 
TTA 


GTA 
CAT 


ATG 
TAC 


ATC 
TAG 


ATA 
TAT 


AGT 
TCA 


CTA 
GAT 


AAT 
TTA 


AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AGT 
TCA 


ATT 
TAA 


TCT 
AGA 


CAC 
GTG 


TCA -AA 
AGT TT 
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Beispiele fiir eukaryotische Zellen, in denen der Hybridvektor 
klonierbar ist und Human-Parathormon produzieren kann, sind 
Humanzellen oder Affenzellen, beispielsweise Affennieren- 
zellen. 



001-038 



SchlieBlich wird die der Erfindung zugrundel iegende Aufgabe 
durch Human-Parathormongen gelost, 

(a) das gemaO den vorstehenden Ausfiihrungen und Anspruch 3 
(A) herstellbar ist und 

0 

(b) durch die z*ischen zvei Rl-Schn ittstellen liegende DNA- 
Sequenz gema3 den vorstehenden Ausfiihrungen und gema.3 An- 
spruch 3 (B) Oder einen Unterbereich davon gekennzeichnet 
ist* 

L5 

Zur Produktion von Human-Parathormon ist es auch moglich, 
das erf indungsgemaQe Human-Parathormongen direkt in eukaryo- 
tische Zellen zu transf ormieren. 

jo Nachstehend wird die Herste llbarke it der erf indungsgemafien 
Hybridvektoren und des erf indungsgemaBen Human-Par at ho rmon- 
gens an einem Seispiel und drei Schemata naher erlautert. 

Aus frisch geschlachteten Schweinen wurden die Nebenschild- 
25 drusen operiert. Aus diesem Drusengewebe -wurde mRNA isoliert. 
Die isolierte mRNA wurde als dqpptffstrangige komplementare 
DNA (ds-cDNA) mit Hilfe e-xties Plasmids in E. coli kloniert. 
Aus den erhaltenen Hybr idklonen wurde die Hybridplasmid-DNA 
isoliert, Aus den Nebenschilddrusen isolierte mRNA wurde in 
JO einem In-Vitro-Translationssystem in das Schwe ine-Pr£-Pro- 
Parathormon Oder Schwe ine-Parathormon Ubersetzt. Das Schwei- 
ne-Pra-Pro-Parathormon oder Schwe ine-Parathormon wurde durch 
Ant ikorperfallung nachgewiesen. Mit Hilfe einer "Hybrid- 
Arrested-Translation" konnten die Klone aufgefunden werden, 
35 die Schweine-Parathormonsequenzen enthielten. Aus den ermit- 



-8 - 
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te It-en Hybridklonen wurde Hybridplasmid-DNA, die das Schwei- 
ne-Parathormongen (Schema 1) umfaBte, radioaktiv markiert 
( nic*-translatiert ) und zum Screenen von Humangenbanken 
verwendet. Auf diese Weise ermitteltes Human-Parathormongen 
5 wurde durch Subklonieren in einem Plasmid angereichert . Ein 
auf diese Weise angereichertes Human-Parathormongen wurde 
sequenziert. Die Sequenz des fur die Expression von Human- 
Parathormon relevanten Abschnittes ist dem Schema 2 zu entneh- 
' men. Die ermittelte Sequenz stimmte mit der bekannten cDNA- 
10 Sequenz und mit der bekannten Aminosauresequenz des Human- 
Parathormons uberein. 

Im folgenden wird Schema 3 srliutert. (1) In das weitere 

4 

Verfahren wurde die zwischsn zwei RI~Schnittstellen liegende 

15 DNA-Sequenz eingesetzt, die die DNA-Sequenz des Schemas 2 
umfaQt. (2) Es wurde nun .nit Hilfe der Restriktionsendonu- 
klease Sau3A das Pra-Pro-PTH-Gen ( PTH = Parathormon) vom Gen 
des reifen 1-84-PTH getrennt. (3) Durch Auffullen von dATP 
und dGTP mit dem "Large fragment" der E.-coli-DNA-Polymera- 

20 se-r und (4) anschlieBenden Abbau mit S1-Nuklease wurde 

der verbleibende Einzelstrangrest (GA) der klebrigen Enden 
(sticky ends) beseitigt, die vorn Sau3A-Schnitt herriihrten 
(GATC); dadurch wurde das Codon "TCT" fiir die Aminosiure 1 
(Serin) des Human-PTH rekonstituiert. (5) An dieses in der 

25 angegebenen Weise behandelte PTH-DNA-Fragment wurde ein 

DNA-Adaptor ligiert. Dadurch wurde dem Serin ein Methionin- 
Codon "ATG" direkt vorgeschaltet. Dieses Codon ist einea der 
wichtigen Signale fiir den Start der Synthese von PTH im 
Mikroorganismus. (6-7) Das in der angegebenen Weise konstru- 

30 ierte PTH-Fragment wurde in die Clal-Spaltstelle von pBR322 
subkloniert. Ausgewahlt wurde ein Klon. dessen PTH-Gen vor 
der Hindlll-Spaltstelle des pBR322 im. Uhrzeigersimorient iert 
war. Dieser PTH-Klon wurde mit Hindlll gespalten* (8) Die 
"sticky ends" dieser Spaltstelle lieflen Auf flillreaktionen mat 

35 

- 9 - 
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vier verschiedenen Nukleotiden zu. In ^Combination mit dem 
Abbau durch S1-Nuklease gelangte man zu Fragmenten mit aufge- 
fullten Enden (flush ends), deren Entfernung vom ATG-Codon 4 
bis 10 Basenpaare betrug. (9) Vor diese Variation an Frag- 
menten wurden zwei synthetische DNA-Adaptoren ligiert, und 
zwar /TCCCTAG6GA/+/TCCCTAGGGA/ . Diese Linker enthielten die 
Sequenz der ribosomalen Bindungsstelle, ein weiteres wichti- 
ges Signal fiir die Expression im Mikroorganismus. Dadurch 
entstand weiter eine BamHI-Spaltstelle. Diese war fiir die 
0 Klonierung hinter verschiedenen Promotoren (wie trp, tac^TS) 
beschriebener Vektoren geeignet. 

Die E. coli-Zellen wurden im LB-Vollmedium in Gegenwart 
von Ampicillin (50 / ug/ml) bis zur mittleren logarithmi- 

5 schen Phase angezogen und abzentrif ugiert. Das Pellet wurde 
in einem Suspensionspuf f er mit Guanidiniumhydrochlorid (3 M) 
suspendiert (ungefM.hr 10 10 Zellen/ml) ; danach wurde mit 
Ultraschall (Sonifier) bis zu einer optischen Dichte (0D 6gQ ) 
auf geschlossen, die etwa 1/3 der optischen Dichte zu Beginn 

0 entsprach. Dieser Zellauf schluft wurde abzentrif ugiert . Der 
Oberstand enthielt PTH. Das Protein wurde mit 5-prozerit igem 
TCA gefallt und in 0,02 n Salzsaure gelost. TCA-Reste wurden 
mit Ather ausgewaschen . Das aus Rohextrakt und nach Extrak- 
tion gewonne PTH war immunologisch gegen Antikorper 1-34, 

5 28-48 und 48-68 wirksam (RIA) und war im Adenylcyclase-Test 
biologisch aktiv. 

Das Human-Parathormongen wurde mit einem Vektor verknupft 

(pBR322/SV40-Derivat) und mit Hilfe einer Calciumphospftat- 

g 

0 Fallung in Af f ennierenzellen transf ormiert. Aus 10 Zellen 
wurde PTH durch Extraktion gewonnen und im RIA getestet. 

AuBerdem wurde das Human-Parathormongen ( lambda-Humanhybrid- 
DNA) mit dem Thymidinkinasegefl von Herpes simplex durch 
5 Co-Transformation in T3-Zellen transf ormiert ; aus den Tk + -Klo- 
nen wurde durch DNA-Hybridisieren die Integration des Human- 
PTH-Gens identif iziert • 

- 10 - 
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Schema 1 



Asp Thr Val Lys Val Met Val 
GAC ACA GTT AAA GTA ATG GTT 
CTG TGT CAA TTT CAT TAC CAA 



Leu Ala Arg Ser Asp Gly Lys 
CTT GCA AGA TCA GAT GGG AAG 
GAA CGT TCT AGT CTA CCC TTC 



Val Met Leu Ala lie Cys Phe 
GTC ATG CTT GCA ATT TGT TTT 
CAG TAC GAA CGT TAA ACA AAA 



Pro Val Lys Lys Arg Ser Val 
CCT GTT AAG AAG AGA TCT GTG 
GGA CAA TTC TTC TCT AGA CAC 



Ser Glu lie Gin Leu Met His 
AGT GAA ATA CAG CTT ATG CAT 
TCA CTT TAT GTC GAA TAC GTA 



Ser Leu Glu Arg Val Glu Trp 
TCT CTG GAG AGA GTG GAA TGG 
AGA GAC CTC TCT CAC CTT ACC 



Val His Asn Phe Val Val Leu 
GTG CAC AAC TTT GTT GTT CTC 
CAC GTG TTG AAA CAA CAA GAG 



Asn Leu Gly Lys His Leu Ser 
AAC CTG GGC AAA CAC CTG AGC 
TTG GAC CCG TTT GTG GAC TCG 



Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
CTG CGA AAG AAG CTG CAG GAT 
GAC GCT TTC TTC GAC GTC CTA 



Gly Ala Ser He Val His Arg 
GGA GCT TCT ATA GTT CAC AGA 
CCT CGA AGA TAT CAA GTG TCT 



Asp Gly Gly Ser Gin Arg Pro 
GAT GGT GGT TCC CAG AGA CCC 
CTA CCA CCA AGG GTC TCT GGG 



Leu Val Glu Ser His Gin Lys 
CTA GTT GAG AGC CAT CAA AAA 
GAT CAA CTC TCG GTA GTT TTT 



Ala Ala Val Gly 
GCT GCT GTG GGG 
CGA CGA CAC CCC 



Pro Lys Lys Glu Asp Asn Val 
CCA AAA AAG GAA GAC AAT GTC 
GGT TTT TTC CTT CTG TTA CAG 



Ser Leu Gly Glu Ala Asp Lys 
AGT CTC GGA GAA GCA GAT AAA 
TCA GAG CCT CTT CGT CTA TTT 



completed 
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TGTCTTTAGTTTACTCAGCATCAGCTACTAACATACCTGAACGAAGATCTTGTTCTAAGA 
ACAGAAATCAAATGAGTCGTAGTCGATGATTGTATGGACTTGCTTCTAGAACAAGATTCT 



CATTGTAT I 



Intron II ca. 400 bp 



GTAACATA V 




* 
























GTG 
•CAC 

Met 
ATG 
TAC 


AAG 
TTC 

Leu 
TTG 
AAC 


IMet He Pro 
ATG ATA CCT 
TAC TAT GGA 


Ala Lys Asp Met Ala Lys Val Met 
GCA AAA GAC ATG GCT AAA GTT ATG 
CGT TTT CTR TAC CGA TTT CAA TAC 


He 
ATT 
TAA 


Val 
GTC 
CAG 


Ala 
GCA 
CGT 


He Cys 
ATT TGT 
TAA ACA 


Phe 
TTT 
AAA 


Leu 
err 

GAA 


Thr 
ACA 
TGT 


Lys 
AAA 
TTT 


Ser 
TCG 
AGC 


Asp Gly 
GAT GGG 
CTA CCC 


Lys 
AAA 
TTT 


Sen 
TCT 


Val 
GTT 


Lys 
AAG 
TTC 




AGA CAA 
























Intron I 
ca. 30 bp 


Lys 
AAG 
TTC 


Arg 
AGA 
TCT 


Ser 
TCT 
AGA 


Val 
GTG 
CAC 


Ser 
AGT 
TCA 


Glu 
GAA 
CTT 


I la 
ATA 
TAT 


Gin 
CAG 
GTC 


Leu 

CTT 
GAA 


Met His 

ATG CAT 
TAC GTA 


Asn 
AAC 
TTG 


Leu Gly 
CTG GGA 
GAC CCT 


Lys 
AAA 
TTT 


His 
CAT 
GTA 


Leu 
CTG 
GAC 


Asn 
AAC 
TTG 


Ser 
TCG 
AGC 


Met 
ATG 
TAC 


Glu 
GAG 
CTC 


Arg 
AGA 
TCT 


Val 
GTA 
CAT 


Glu 
GAA 
CTT 


Trp Leu 
TGG CTG 
ACC GAC 


Arg 

CGT 
GCA 


Ly9 
AAG 
TTC 


Lys 
AAG 
TTC 


Leu 
CTG 
GAC 


Gin 
CAG 
GTC 


Asp 
GAT 
CTA 


Val 
GTG 
CAC 


His 
CAC 
GTG 


Asn 
AAT 
TTA 


Phe 
TTT 
AAA 


Val 
GTT 
CAA 


Ala Leu Gly Ala 
GCC CTT GGA GCT 
CGG GAA CCT CGA 


Pro 
CCT 
GGA 


Leu 
CTA 
GAT 


Ala 

GCT 
CGA 


Pro 
CCC 
GGG 


Apg 
AGA 
TCT 


Asp Ala Gly 
GAT GCT GGT 
CTA CGA CCA 


Ser 
TCC 
AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


Arg 
AGG 
TCC 


Pro Arg Lys Lys Glu 
CCC CGA AAA AAG GAA 
GGG GCT TTT TTC CTT 



Val Leu val Glu Ser His Glu Lys Ser Leu Gly Glu. Ala 
GTC TTG GTT GAG AGC CAT GAA AAA AGT CTT GGA GAG GCA 
CAG AAC CAA CTC TCG GTA CTT TTT TCA GAA CCT CTC CGT 



Asp Asn 
GAC AAT 
CTG TTA 



Asp Lys Ala Asp Val Asn 
GAC AAA GCT GAT GTG AAT 
CTG TTT CGA CTA CAC TTA 



Val Leu Thr Lys Ala Lys Ser Gin- 
GTA TTA ACT AAA GCT AAA TCC CAG TGA 
CAT AAT TGA TTT CGA TTT AGG GTC ACT 



AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


CAG 
GTC 


ATA 
TAT 


TTG 
AAC 


TCA 
AGT 


GAG 
CTC 


TTC 
AAG 


TGC 
ACG 


TCT 
AGA 


AGA 
TCT 


CAG 
GTC 


TGT 
ACA 


AGG 
TCC 


GCA 
CGT 


ACA 

TPT 


ATA 
TAT 


CAT 
GTA 


GCT 
CGA 


GCT 
CGA 


AAT 
TTA 


TCA 
AGT 


AAG 
TTC 


CTC 
GAG 


TAT 
ATA 


TAA 
ATT 


GAT 
CTA 


TTC 
AAG 


CAA 

GTT 


GTG 
CAC 


CCA 
GGT 


ATA 
TAT 


TTT 
AAA 


CTG 
GAC 


ATA 
TAT 


TAA 
ATT 


CAA 
GTT 


ACT 
TGA 


ACA 
TGT 


TGT 
ACA 


AAT 
TTA 


CCA 
GGT 


TCA 
AGT 


CTA 
GAT 


GCC 
CGG 


ATG 
TAC 


ATA 
TAT 


ACT 
TGA 


GCA 
CGT 


ATT 
TAA 


TTA 
AAT 


ATT 
TAA 


GAT 
CTA 


TAT 
ATA 


TCT 
AGA 


GAT 
CTA 


TCC 
AGG 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


ATT. CAT 
TAA GTA 


TTG 
AAC 


AGT 
TCA 


TAT 
ATA 


TTT 
AAA 


AAT 
TTA 


TAT 
ATA 


CTT 
GAA 


TTC 
AAG 


TAT 
ATA 


TGT 
ACA 


TTA 
AAT 


TTC 
AAG 


TTT 
AAA 


TTA 
AAT 


AAG 
TTC 


TAT 
ATA 


GTT 
CAA 


ATT 
TAA 


GCA 
CGT 


TAA 
ATT 


TTT 
AAA 


ATA 
TAT 


AAA 
TTT 


GAA 
CTT 


TAA 
ATT 


AAT 
TTA 


TCG 
AGC 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


AAA 

TTT 


CCT 
GGA 


CTC 
GAG 


TTC 
AAG 


TAC 
ATG 


CTT 
GAA 


AAA 

TTT 


ATG 
TAC 


TAA 
ATT 


AAC 
TTG 


AAA 
TTT 


AAT 
TTA 


GTA 
CAT 


ATG 
TAC 


ATC 
TAG 


ATA 
TAT 


AGT 
TCA 


CTA 
GAT 


AAT 
TTA 


AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AGT 
TCA 


ATT 
TAA 


TCT 
AGA 


CAC 
GTG 


TCA -AA 
AGT TT 







— ?ra-Pro 
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Schema 3: 

Klonierungsschema fUr eine Human-PTH-Genexpression in 
E. coli 



1) Lambda-Humanhybrid 



RI RI RI 




Pre Pro PTH 



100 bp 



DNA-Sequenz innerhalb dieses mit RI herausgeschnittenen 
Bereichs: (folgendes Blatt) 



46-8S5400322sASTRA AB 
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TGTCTTTAGTTT ACTCAGCA TCAGCT ACTAACATACCTGAACGAAGATCTTGTTCTAAGA 
ACAGAAATCAAATGAGTCGTAGTCGATGATTGTATGGACTTGCTTCTAGAACAAGATTCT 



CATTGTAT 
GTAACATA 



Intron II ca. 400 bp 



GTG AAG 
■CAC TTC 



Met lie Pro Ala Lys Asp Met Ala Lys Val Met 
ATG ATA CCT GCA AAA GAC ATG GCT AAA GTT ATG 
TAC TAT GGA CGT TTT CTG TAC CGA TTT CAA TAC 



He Val Met Leu Ala He Cys Phe Leu Thr Lys Ser Asp Gly Lys 
ATT GTC ATG TTG GCA ATT TGT TTT CTT ACA AAA TCG GAT GGG AAA 



TAA 


GAG 


TAC 


AAC 


CGT 


TAA 


ACA 


AAA 


GAA 


TGT TTT 


AGC 


CTA 


CCC 


TTT 


Ser 
TCT 
AGA 


Val 
GTT 
CAA 


Lys 
AAG 
TTC 




























Intron 
ca. 80 


I 

bp__ 


Lys 

AAA 

TTC 


Arg 

Af3A 

TCT 


Ser 
TCT 
AGA 


val 
GTG 
CAC 


Ser 
AGT 
TCA 


Glu 
GAA 
CTT 


Ha 
ATA 
TAT 


Gin 
CAG 
GTC 


Leu 
CTT 
GAA 


Met 
ATG 
TAC 


His 
CAT 
GTA 


Asn 
AAC 
TTG 


Leu Gly Lys 
CTG GGA AAA 
GAC CCT TTT 


HIS 
CAT 
GTA 


Leu 
CTG 
GAC 


Asn Ser Met Glu Arg Val Glu 
AAC TCG ATG GAG AGA GTA GAA 
TTG AGC TAC CTC TCT CAT CTT 


Trp 
TGG 
ACC 


Leu Arg 
CTG CGT 
GAC GCA 


Lys 
AAG 
TTC 


Lys 
AAG 
TTC 


Leu 
CTG 
GAC 


Gin 
CAG 
GTC 


Asp 
GAT 
CTA 


Val 
GTG 
CAC 


His 
CAC 
GTG 


Asn 
AAT 
TTA 


Phe 
TTT 
AAA 


Val 
GTT 
CAA 


Ala Leu Gly Ala Pro 
GCC CTT GGA GCT CCT 
CGG GAA CCT CGA GGA 


Leu Ala Pro 
CTA GCT CCC 
GAT CGA GGG 


Arg 
AGA 
TCT 


Asp 
GAT 
CTA 


Ala Gly Ser Gin Arg 
GCT GGT TCC CAG AGG 
CGA CCA AGG GTC TCC 


Pro 
CCC 
GGG 


Arg 
CGA 
GCT 


Lys Lys Glu 
AAA AAG GAA 
TTT TTC. CTT 


Asp Asn 
GAC AAT 
CtG TTA 


val. 

GTC 

CAG 


Leu 
TTG 
AAC 


val 
GTT 
CAA 


Glu 
GAG 
CTC 


Ser 
AGC 
TCG 


His 
CAT 
GTA 


Glu 
GAA 
CTT 


Lys Ser Leu Gly Glu Ala 
AAA AGT CTT GGA GAG GCA 
TTT TCA GAA CCT CTC CGT 


Asp 
GAC 
CTG 


Lys 
AAA 
TTT 


Ala 
GCT 
CGA 


ASp 
GAT 
CTA 


val 

GTG 
CAC 


Asn 
AAT 
TTA 


Val 
GTA 
CAT 


Leu 
TTA 
AAT 


Thr 
ACT 
TGA 


Lys 
AAA 
TTT 


Ala Lys 
GCT AAA 
CGA TTT 


Ser 
TCC 
AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


CAG 
GTC 


ATA 
TAT 


TTG 
AAC 


TCA 
AGT 


GAG 
CTC 


TTC 
AAG 


TGC 
ACG 


TCT 
AGA 


AGA 
TCT 


CAG 
GTC 


TGT 
ACA 


AGG 
TCC 


GCA 
CGT 


ACA 
TGT 


ATA 
TAT 


CAT 
GTA 


GCT 
CGA 


GCT 
CGA 


AAT 
TTA 


TCA 
AGT 


AAG 
TTC 


CTC 
GAG 


TAT 
ATA 


TAA 
ATT 


GAT 
CTA 


TTC 
AAG 


CAA 
GTT 


GTG 
CAC 


CCA 
GGT 


ATA 
TAT 


TTT 
AAA 


CTG 
GAC 


ATA 
TAT 


TAA 
ATT 


CAA 
GTT 


ACT 
TGA 


ACA 
TGT 


TGT 
ACA 


AAT 
TTA 


CCA 
GGT 


TCA 
AGT 


CTA 
GAT 


GCC 
CGG 


ATG 
TAC 


ATA ACT 
TAT TGA 


GCA 
CGT 


ATT 
TAA 


TTA 
AAT 


ATT 
TAA 


GAT 
CTA 


TAT 
ATA 


TCT 
AGA 


GAT 
CTA 


TCC 
AGG 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


ATT 
TAA 


CAT 
GTA 


TTG AGT 
AAC TCA 


TAT 
ATA 


TTT 
AAA 


AAT 
TTA 


TAT 
ATA 


CTT 
GAA 


TTC 
AAG 


TAT 
ATA 


TGT 
ACA 


TTA 
AAT 


TTC 
AAG 


TTT 
AAA 


TTA 
AAT 


AAG 
TTC 


TAT GTT 
ATA CAA 


ATT 
TAA 


GCA 
CGT 


TAA 
ATT 


TTT 
AAA 


ATA 
TAT 


AAA 
TTT 


GAA 
CTT 


TAA 
ATT 


AAT 
TTA 


TCG 
AGC 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


AAA 

TTT. 


CCT CTC 
GGA GAG 


TTC 
AAG 


TAC 
ATG 


CTT 
GAA 


AAA 
TTT 


ATG 
TAC 


TAA 
ATT 


AAC 
TTG 


AAA 
TTT 


AAT 
TTA 


GTA 
CAT 


ATG 
TAC 


ATC 
TAG 


ATA 
TAT 


AGT CTA 
TCA GAT 


AAT 
TTA 


AAA 

TTT 


TGA 
ACT 


AGT 
TCA 


ATT 
TAA 


TCT 
AGA 


CAC 
GTG 


TCA -AA 
AGT TT 







PTH 
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2) crneuter Schnitt (Sau 3A) 

Intton Lys 

C AGGAG A AG A 
CTCCTCT TCTCT AG 



3) AuffHllen mit dG und dA 

Ser Val 

GATCTGTG 
AG AC AC 



4) Abbau mit S1-Nuklease 

Ser Val 

TCTGTG— • 
AG AC AC 



Arg Ser Val 

GATCTGTG 

AC AC 



5) Ligation mit ONA-Adaptor 



Met Ser Val 



[CATCGATG 
TAGCTAC 



TCTGTG 
AG AC AC 



6) erneuter Schnitt (Clal) 



Mel Ser Val ' 

CGATGTCTGTG- 
TACAGACAC' 

-15- 
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7) Subklonieren in die Clal-Spaltstelle von pBR322 und 
■<#i»m erneuter Schnitt (Hindlll) 



Clal Met Ser Vat 

AGCT ' T C'ATCGA?G T C T GT G 
AGTAGCT ACAGACAC' 



8) verschiedene Auf f ullreaktionen 



Met 

TCATCGATG 

AGTAGCT AC 

Met 

T T CAT CG AT G • — 
AAGTAGCT AC 

Met 

CT TCATCGATG 

G AAGT AGCT AC • — 

Met 

6CT TCATCGATG 
CG AAGTAGCT AC—" 

Met 

AGCT TCATCGATG 

TCGAAGTAGCT AC 



-16- 
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9) Ligation mit QNA-Adaotoren (2 identischaiLinkern) 



Bam I 



Met Ser Vai 



tccct aggga|t CCCT AGGG a|GCT T CAT C GAT GTCT GTG*" 

C G AAGT AGC T AC AG AC AC"' 



AGGGAT ccct 



AGGGATCCCT 



10) erneuter Schnitt (BamI) 



Stop RS 



Met Ser Val 



GATCCCT AG 
GGATC 



GG AG 
CCTC 



• r • 1 4 i ! i 



CTTCATCGATGTCTGTG- 
GAAGTAGCT ACAGACAC' 



11) Insertion in ein Plasmid nach einew starken Promotor 



RI BamI BamI 

JJ&J I -XL 



RI 

_L 



Pro motor Terminator 

PTH-gene 100 bp 



17 
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Anderungen 



1, Seite 1 Zeilen 1 bis 2 sollen lauten: "Human-Parathyroid- 
hormon (Human-PTH) produzierende Hybridvektoren, Human- 
Parathyroidhormongen , eukaryotische Zeilen mit dem Hybrid- 
vektor und deren Verwendung. 

2. Seite 1 Zeile 4 und fortlaufend in den Anmeldungsunter- 
lagen: "Human-Parathyroidhormon" statt "Human-Parat hormon" • 



3. Seite 1 Zeile 5 soil lauten: "Calcium in Knochen. Die 
Wirkungen und Funktionen von Human-Parathyroidhormon und 
6einen Agonisten und Antagonisten werden von Dambacher, 
Praktische Osteologie, Thieme Verlag Stuttgart / NeW York 
1982; Reeve et al, British Medical J. 1340 (1980) 1 - 
11; und Potts et al, Advances in Protein Chemistry 35 (1982) 
323 - 395 beschrieben. 



4. Seite 4 Zeile 4 lautet: "klonieren lassen. Einzelheiten 



46-855400322, 



iTRA AB 



46-8 4426118=PRV In 



■Pa 
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001-049 
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zum Klonieren und zur Expression von Genen unter der Steue- 
rung von E.-coli-Promotoren beispielsweise in Streptomyces 
lessen sich bei Chater, Nature 299 (1982) 10 ff finden. 
Insbesondere kommt Escherichia coli in Be-". 

5. Seite 7 Zeilen 3 bis 4 lauten: "Tierzellen, insbesondere 
Wirbeltierzellen, beispielsweise Froschzellen (vgl. Wickens 
et al, Nature 285 (1980) 628 bis 634), Saugetierzellen , 
Affenzellen, z.B. Aff ennierenzellen und Humanzellen." 

6. Seite 7 Zeile 19 ist der folgende neue Absatz einzu- 
setzen: "SchlieBlich betrifft die Erfindung 

- eukaryotische Zeilen, wie Tierzellen, insbesondere Wirbel- 
tierzellen, wie Froschzellen, SSugetierzellen , Affenzellen 
und Humanzellen, die Human-Parathyroid hormon mit dem 
Hybridvektor gemaB den Ansprtichen 5, 6, 7 oder 8 produ- 
zieren, und 

- die Verwendung der vorstehend angefOhrten Zeilen bei 
Organismen mit mangelhaf ten Wirkungen und Funktionen 
des Parathyroidhormons, beispielsweise bei SSugetieren, 
insbesondere Menschen. 

Bezuglich der Wirkungen und Funktionen eines spezifischen 
Parathyroidhormons in Organismen verschiedener SpezieSwird 
auf Goltzman et al, Pept. Chem. Struct. Biol., Proc. Am. 
Pept. Symp. 4th, 1975, p. 571 - 577, 574, verwiesen. 

Die im Detail angegebene DNA-Sequenz (Anspruch 1; Anspruch 
5 « Schema 2; Schema 1) kann durch DNA-Sequenzen ersetzt 
werden, deren Einzelstrange sich mit den Einzelstrangen 
der im Detail angegebenen DNA-Sequenz hybridisieren lassen. 
Ferner kann Jedes Basentriplett durch ein Synonym ersetzt 
werden." 
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7. Seitc 5 Zeile 12: "Human-Parathyroidhormongen" anstelle 
von "Human-Parathormon" . 

8. Seiten 6, 11, 13 und 20: "Intron II ca. 4 000 bp- an- 
stelle von "Intron II ca, 400 bp"; und "Intron I 103 bp" 
anstelle "Intron I ca, 80 bp". 

9. Seite 8 drittletzte Zeile: "entgegengesetzten Uhrzeiger- 
sinn" statt "Uhrzeigersinn" . 

10. Seite 9 Zeile 10: "tac, T5" statt "tac T5 M . 

11. Seite 5 Zeilen 12 bis 13 und Seite 19 Zeilen 28 bis 29: 
"(g) das ermittelte Human-Parathyroidhormongen (die DNA— 
Sequenz zwischen den EcoRI-Schnittstellen gemaB (B)) iso- 
liert und in einen Expressionshybridvektor Uberfuhrt, der 
in eukaryotischen Zeilen kloniert werden kann f M . 

12. Seite 5 Zeile 15, Seite 7 Zeile 11, Seite 8 Zeile 14 
und Seite 19 Zeile 30: "EcoRI-Schnittstellen" statt "RI- 
Schnittstellen". 

13. Seite 5 letzte Zeile und Seite 19 Zeilen 32 bis 33: 
"EcoRI-Schnittstellen liegenden DNA-Sequenz aufweist, ins- 
besondere einen Unterbereich , der Human-Parathyroidhormon 
Oder dessen Agonisten oder Antagonisten exprimiert:" statt 
"RI-Schnittstellen liegenden DNA-Sequenz /aufweist/:". 

14. Seite 1 Zeilen 17 bis 21 und Anspruch 1 Zeilen 10 bis 
13 sollen lauten: "(b) gegebenenf alls einen sich an den 
Promotor anschlieBenden DNA-Bereich von 1 bis 1000 oder 

1 bis 200 Basenpaaren, (c) eine ribosomale Bindungsstelle , 
die sich an den DNA-Bereich gemaB (b) oder, sofern (b) 
fehltv an den Promotor gemaB (a) anschlieBt, 
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15. Seite 4 Zeile 32: "hybridisiert" statt "anlagerf*. 

16. Entfallt. 

17. Seite 7 Zeilen 28 bis 20 lauten: "Aus den erhaltenen 
Hybridklonen wurden die Hybrid-Plasmid-DNAs isoliert und 
in ihrer Einzelstrangform an einen Tr&ger fixiert. Aus den 
NebenschilddrUsen ieolierte mRNA wurde mit fixierter Einzel- 
strang-DNA hybridisiert und entfernt und in". 

18. Seite 7 Zeile 34: M und DNA-Sequenzanalyse konnten" 
statt "konnten". 

19. Seite 8 Zeile 2: M ne-cDNA-Parathyroidhormongen" statt 
"ne-Parathormongen'* . 

20. Seite 8 Zeile 17 soli lauten: "klease Sau3A der Pra- 
Pro-Teil des PTH-Gens vom Gen" 

21. Seite 8 Zeile 16: "(2)" zu streichen. 

22. Seite 8 Zeile 18: "getrennt (2)". statt "getrennt. 
(3)". 

23. Seite 8 Zeile 20: "(3) und" statt "und (4)". 

24. Seite 8 Zeilen 24, 29 und 33: (5)", (6 bis 7)" 
und (8)" werden "(4).", "(5)." bzw. "(7).". 

25. Seite 8 Zeile 32: "pBR322 (6 bis 7) gegen den Uhrzeiger- 
sinn" statt "pBR322 im Uhrzeigersinn". 

26. Seite 9 Zeile 4: "(8)." statt ". <9)". 



46-855400322^STRA AB 46-8 4426118=PRV In toe Pa 



- 5 - 



46-85540032 



iTRA AB 



46-8 4426118=PRV I 




Pa 



25-07-97 13-04 



9.139076 



27. Seite 9 Zeile 6: " / TCCCTAGGG A / (9)." Statt VTCCCTAGGGA/ 



28. Seite 0 Zeile 9: "BamHI-Spaltstelle (10) w statt "BamHI- 
Spaltstelle". 

29. Seite 9 Zeile 11: "geeignet (11)" statt "geeignet". 

30. Seite 8 Zeile 30: "PTH-Genf ragment" statt "PTH-Frag- 



31. Seite 9 Zeile 13: "Die transf ormierten E." statt "Die 
E.". 

32. Seite 9 Zeilen 24 bis 25: "Antikorper (spezifisch zu 
PTH-Fragmenten AS 1-34, AS28-48 und AS48-68) wirksam" statt 



33. Seite 9 Zeile 31 soli lauten: "wurde PTH durch Extrak- 
tion gewonnen; es war im RIA positiv gegen Antikorper (spe- 
zifisch zu den PTH-Fragmenten AS28-48 und AS44-68)." 

34. Seite 16: "RI" bedeutet "EcoRI", "Baml" bedeutet "BamHI" 
und "RS" bedeutet "ribosomale Bindungsstelle". 

35. Die folgenden AnsprUche 3 bis 4 sind hinzuzuf iigen: 

"3. Hybridvektor nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch g e - 
kennzeichnet , daB die spezifische DNA-Sequenz 
gemaB Anspruch 1 (f) durch eine DNA-Sequenz ersetzt ist, 
deren Einzelstr&nge mit den Einzelstrangen der spezifischen 
DNA-Sequenz hybridisiert werden kijnnen, wobei die ersetzen- 
de ONA-Sequenz gewtinschte Produkte exprimieren kann. 



ii 



ment". 



"Antikorper 1-34, 28-48 und 48-68 wirksam". . 
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4..HybPidvektor nach Anspruch 1, 2 Oder 3, dadurch g e - 
k'ennzeichnet. daB ein Oder mehrere Basentrip- 
letts durch Synonyme ersetzt sind." 

35. Oer bisherige Anspruch 3 wird Anspruch 5. 

36. Auf Seite 21 sollen die bisherigen AnsprBche 4 bis 
8 durch die folgenden AnsprUche ersetzt werden: 

-6. Hybridvektor nach Anspruch 5, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , daB er in Tierzellen, insbesondere Wirbel- 
tierzellen, Saugetierzellen, Affenzellen. beispielsweise 
Affennierenzellen und Humanzellen klonierbar ist. 



7. Hybridvektor nach Anspruch 5 oder 6, dadurch g e - 

k e n n z e i c h n e t , . daB die spezif ische ONA-Sequenz 
gemaB Anspruch 5 (B) durch eine DNA-Sequenz ersetzt ist, 
deren EinzelstrSnge sich mit den Einzelstrangen der spezi- 
fischen DNA-Sequenz hybridisieren lassen, wobei die ersetzen- 
de DNA-Sequenz gewunschte Produkte exprimieren kann. 

8. Hybridvektor nach Anspruch 5, 6 oder 7, dadurch g e - 
k e n n z e i c h n e t . daB ein oder mehrere Basentrip- 
letts durch Synonyme ersetzt sind. 

9. Human-Parathyroidhormongen: 

(a) herstellbar gemaB Anspruch 5 (A) und 
<b) gekennzeichnet durch die zwischen zwei EcoRI-Schnitt- 
stellen liegende DNA-Sequenz gemaB Anspruch 5 (B) oder 
einen Unterbereich davon. 
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10, Eukaryotische Zellen, insbesondere Tierzellen,- beispiels- 
weise Wirbeltierzellen t Saugetierzellen f Affenzellen und 
Humanzellen, die Human-Parathyroidhormon mit dem Hybrid- 
vektor gemaB Anspruch 5, 6 t 7 Oder 8 produzieren. 

11. Verwendung der Zellen gemiB Anspruch 10 fur Organismen 
(beispielsweise Saugetiere, insbesondere Menschen) mit 
Parathyroid-Mangelwirkungen Oder Parathyroid-Mangelf unktio- 



nen. 



ti 
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Patentanspruche 



5 1. In prokaryotischen Zellen klonierbarer und Human-Parat- 

hormon produzierender Hybridvektor , gekennzeich- 

n e t durch folgende Merkmale: 

(a) einen Promotor, 
10 (b) einen sich an den Promotor anschlieBenden DNA-Bereich von 

0 bis 1000. Oder 0 bis 200 Basenpaaren, 

<c) eine sich an den DNA-Bereich gemaB (b) anschlieflende ribo- 
somale Bindungsstelle, 

(d) einen sich an die ribosomale Bindungsstelle anschlieBen- 
I 5 den DNA-Bereich von 4 bis 15 Basenpaaren, 

(e) ein sich an den DNA-Bereich gemaB (d) anschlieSendes 
Startkodon und 

(f) die folgende Human-Par athormon kodierende DNA-Sequenz: 

20 



- 18 - 



46-85540032, 



►TRA 



AB 



4426118=PRV I 



• 



Pa 



25-07-97 13-04 



'..01 



39076 



I' 



Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His 
TCT GTG AGT GAA ATA CAG CTT ATG CAT AAC CTG GGA AAA CAT 
AGA CAC TCA CTT TAT GTC GAA TAC GTA TTG GAC CCT TTT GTA 



Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu 
CTG AAC TCG ATG GAG AGA GTA GAA TGG CTG CGT AAG AAG CTG 
GAC TTG AGC TAC CTC TCT CAT CTT ACC GAC GCA TTC TTC GAC 



Gin Asp Val His Asn Phe Val Ala Leu Gly Ala Pro Leu Ala 
CAG GAT GTG CAC AAT TTT GTT GCC CTT GGA GCT CCT CTA GCT 
GTC CTA CAC GTG TTA AAA CAA CGG GAA CCT CGA GGA GAT CGA 



Pro Arg Asp Ala Gly Ser Gin Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp 
CCC AGA GAT GCT GGT TCC CAG AGG CCC CGA AAA AAG GAA GAC 
GGG TCT CTA CGA CCA AGG GTC TCC GGG GCT TTT TTC CTT CTG 



Asn Val Leu Val Glu Ser Hie Glu Lys Ser Leu Gly Glu Ala 
AAT GTC TTG GTT GAG AGC CAT GAA AAA AGT CTT GGA GAG GCA 
TTA CAG AAC CAA CTC TCG GTA CTT TTT TCA GAA CCT CTC CGT 



Asp Lys Ala Asp Val Asn Val Leu Thr Lys Ala Lys Ser Gin 
GAC AAA GCT GAT GTG AAT GTA TTA ACT AAA GCT AAA TCC CAG T 
CTG TTT CGA CTA CAC TTA CAT AAT TGA TTT CGA TTT AGG GTC A 
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2. Hybridvektor nach Ansoruch 1, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , daB er in E. coli klonierbar ist. 

3. In eukaryotischen Zellen klonierbarer und Human-Parathor- 
5 won produzierender Hybridvektor, 

(A) dadurch herstellbar, daB man 

(a) aus Schweine-Nebenschilddriisen mRNA isoliert, 

(b) die isolierte mRNA als ds-cONA mit Hilfe eines Vektors 
10 in E. coli klbniert, 

(c) aus Pools, erhaltener Klone Hybridvektor-DNA isoliert, 

(d) isolierte Hybridvektor-OMA an einem fur jeden Pool eige- 
nen Trager fixiert, gem'aS (a) isolierte mRNA anlagert und 

15 wieder entferht, entfernte mRNA in Schweine-Parathormon zu 
Ubersetzen versucht. gebildetes Schweine-Parathormon durch 
Antikbrperfallung nachweist und damit gemaB (b) erhaltene 
Klone ermitteit, die Schweine-Parathormongen-Sequenzen auf- 
weisen, Hybridvektor-DNA ermittelter und Schweine-Parathormon- 

20 gen-Sequenzen aufweisende Klone sequenziert und den Oder die 
Klone identifiziert, die Hybridvektor-DNA mit Schweine-Parat- 
hormon kodierender ONA-Sequenz aufweisen, 

(e) Hybridvektor-DNA der 3 emaB (d) identif izierten Klone 
radioaktiv markiert, 

25 (f) mit erhaltener radioaktiv markierter Hybridvektor-DNA 
eine Human-Genbank screent und 

(g) das ermittelte Human-Parathprmongen in einen in eukaryo- 
tischen Zellen klonierbaren Hybridvektor UberfUhrt, 
30(8) und gekennzeichnet durch eine zwischen zwei Rl-Schnitt- 
stellen liegende DNA-Sequenz, die die folgende DNA-Sequenz 
umfaBt, oder einen Unterbereich der zwischen den Rl-Schnitt- 
stellen liegenden DNA-Sequenz: 



35 
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TGTCTTTAGTTTACTCAGCATCAGCTACTAACATACCTGAACGAA6ATCTTGTTCTAA6A 
ACAGAAATCAAATGAGTCGTAGTCGATGATTGTATGGACTTGCTTCTAGAACAAGATTCT 



CATTGTAT 
GTAACATA 



Intron II ca. 400 bp 



GTG AAG 
CAC TTC 



Met He Pro Ala Lys Asp Met Ala Lys Val Met 
ATG ATA CCT GCA AAA GAC ATG GCT AAA GTT ATG 
TAG TAT GGA CGT TTT CTG TAC CGA TTT CAA TAC 



He Val Met Leo Ala He Cys Phe Leu Thr Lys Ser Asp Gly Lys 
ATT GTC ATG TTG GCA ATT TGT TTT CTT ACA AAA TCG GAT GGG AAA 



TAA 


CAG 


TAC 


AAC 


CGT 


TAA 


ACA 


AAA 


GAA 


TGT 


TTT 


AGC 


CTA 


CCC 


TTT 


Ser 
TCT 
AGA 


Val 
GTT 
CAA 


Lys 
AAG 
TTC 




























Intron 
ca. 30 I 




iLys 
AAG 
TTC 


Arg 
AGA 
TCT 


Ser 
TCT 
AGA 


Val 
GTG 
CAC 


Ser 
AGT 
TCA 


Glu 
GAA 
CTT 


Ila 
ATA 
TAT 


Gin 
CAG 
GTC 


Leu 
CTT 
GAA 


Met 
ATG 
TAC 


His. 
CAT 
GTA 


Asn 
AAC 
TTG 


Leu Gly Lys 
CTG GGA AAA 
GAC CCT TTT 


His 
CAT 
GTA 


Leu 
CTG 
GAC 


Asn 
AAC 
TTG 


Ser 
TCG 
AGC 


Met 
ATG 
TAC 


Glu 
GAG 
CTC 


Arg 
AGA 
TCT 


Val 
GTA 
CAT 


Glu 
GAA 
CTT 


Trp 
TGG 
ACC 


Leu 
CTG 
GAC 


Arg 
CGT 
GCA 


Lys Lys Leu Gin Asp Val His 
AAG AAG CTG CAG GAT GTG CAC 
TTC TTC GAC GTC CTA CAC GTG 


Asn 
AAT 
TTA 


Phe val Ala 
TTT GTT GCC 
AAA CAA CGG 


Leu Gly Ala 
CTT GGA GCT 
GAA CCT CGA 


Pro 
CCT 
GGA 


Leu 
CTA 
GAT 


Ala 
GCT 
CGA 


Pro 
CCC 
GGG 


Arg 
AGA 
TCT 


Asp 
GAT 
CTA 


Ala Gly Ser 
GCT GGT TCC 
CGA CCA AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


Arg 
AGG 
TCC 


Pro 
CCC 
GGG 


Arg 
CGA 
GCT 


Lys 
AAA 
TTT 


Lys 
AAG 
TTC 


Glu 
GAA 
CTT 


Asp Asn 
GAC AAT 
CTG TTA 


Val 
GTC 
CAG 


Leu 
TTG 
AAC 


val 
GTT 
CAA 


Glu 
GAG 
CTC 


Ser 
AGC 
TCG 


His 
CAT 
GTA 


Glu 
GAA 
CTT 


Lys Ser 
AAA AGT 
TTT TCA 


Leu Gly Glu- Ala 
CTT GGA GAG GCA 
GAA CCT CTC CGT 


Asp 
GAC 
CTG 


Lys 
AAA 
TTT 


Ala 

GCT 
CGA 


Asp 
GAT 
CTA 


Val 
GTG 
CAC 


Asn 
AAT 
TTA 


Val 
GTA 
CAT 


Leu 
TTA 
AAT 


Thr 
ACT 
TGA 


Lys Ala Lys 
AAA GCT AAA 
TTT CGA TTT 


Ser 
TCC 
AGG 


Gin 
CAG 
GTC 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


TGA 
ACT 


AAA 
TTT 


CAG 
GTC 


ATA 
TAT 


TTG 
AAC 


TCA 
AGT 


GAG 
CTC 


TTC 
AAG 


TGC 
ACG 


TCT 
AGA 


AGA 
TCT 


CAG 
GTC 


TGT 
ACA 


AGG 
TCC 


GCA 
CGT 


ACA 
TC-T 


ATA 
TAT- 


CAT 
GTA 


GCT 
CGA 


GCT 
CGA 


AAT 
TTA 


TCA 
AGT 


AAG 
TTC 


CTC 
GAG 


TAT 
ATA 


TAA 
ATT 


GAT 
CTA 


TTC 
AAG 


CAA 
GTT 


GTG 
CAC 


CCA 
GGT 


ATA 
TAT 


TTT 
AAA 


CTG 
GAC 


ATA 
TAT 


TAA 
ATT 


CAA 
GTT 


ACT 
TGA 


ACA 
TGT 


TGT 
ACA 


AAT 
TTA 


CCA 
GGT 


TCA 
AGT 


CTA 
GAT 


GCC 
CGG 


ATG 
TAC 


ATA 
TAT 


ACT 
TGA 


GCA 
CGT 


ATT 
TAA 


TTA 
AAT 


ATT 
TAA 


GAT 
CTA 


TAT 
ATA 


TCT 
AGA 


GAT 
CTA 


TCC 
AGG 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


ATT 
TAA 


CAT 
GTA 


TTG 
AAC 


AGT 
TCA 


TAT 
ATA 


TTT 
AAA 


AAT 
TTA 


TAT 
ATA 


CTT 
GAA 


TTC 
AAG 


TAT 
ATA 


TGT 
ACA 


TTA 
AAT 


TTC 
AAG 


TTT 
AAA 


TTA 
AAT 


AAG 
TTC 


TAT 
ATA 


GTT 
CAA 


ATT 
TAA 


GCA 
CGT 


TAA 
ATT 


TTT 
AAA 


ATA 
TAT 


AAA 
TTT 


GAA 
CTT 


TAA 
ATT 


AAT 
TTA 


TCG 
AGC 


ACT 
TGA 


TTT 
AAA 


AAA 
TTT 


CCT 
GGA 


CTC 
GAG 


TTC 
AAG 


TAC 
ATG 


CTT 
GAA 


AAA 
TTT 


ATG 
TAC 


TAA 
ATT 


AAC 
TTG 


AAA 
TTT 


AAT 
TTA 


GTA 
CAT 


ATG 
TAC 


ATC 
TAG 


ATA 
TAT 


AGT 
TCA 


CTA 
GAT 


AAT 
TTA 


AAA 

TTT 


TGA 
ACT 


AGT 
TCA 


ATT 
TAA 


TCT 
AGA 


CAC 
GTG 


TCA J^A 
AGT TT 
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4. Hybridvektor nach Ansppuch 3, dadupch g e k e n n - 

z e i c h n e t , da8 er in Humanzellen odep Affenzellen, 
wie Affenniepsnzellen, kloniepbap ist. 

5. Human-Papathormongen, 

(a) hepstellbap gemaB Ansppuch 3 (A) und 

(b) gekennzeichnet durch die zwischen zwei Rl-Schnittstellen 
liegende DNA-Sequenz gemSS Anspruch 3 (3) oder einen Untep- 
bereich davon. 

6. Human-Papathormongen nach Anspruch 5, gekenn- 
zeichnet dupch dipekte Klonierbarkeit in Humanzellen 
odep Affenzellen. 

7. Eukaryotische Zellen, insbesondere Tiepzellen (wie Affen- 
zellen) und Humanzellen, die -nit dem Human-Pa pat ho naong en 
gemaB Ansppuch 6 odep 7 Human-Papathopmon produziepen. 

8. vepwendung dep Zellen gemaB Ansppuch 7 zum Einsatz bei 
papathopmondefekten Lebewesen (wie Menschen) . 
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